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要　旨
ムチン型 O–グリコシド型糖鎖はタンパク質の主要な翻訳後修飾の一つであり，UDP-GalNAc:
polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase (GalNAc-T) は，その生合成開始反応を触媒する．
筆者らはこれまでに，脳・神経特異的に発現する GalNAc-T9および，それと非常に高い相同





























































P19細胞は DSファーマバイオメディカルより購入し，10% FCSを含む αMEM, 37◦C, 5% CO2
下で培養した．RAによる神経誘導はMcBurneyらの方法に従った [13]．以下に簡潔に方法を示
す．6 cm細胞培養ディッシュに 5× 105個の細胞を 500 nM RAを含む αMEM (5% FCS)で 2日間





P19 細胞から Sepasol RNA I（ナカライテスク）を用いて total RNA を調製し，Superscript
III 逆転写キットを用いて一本鎖 cDNA を得た．一本鎖 cDNA を鋳型として，AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems)を用いて 94◦C 20秒，58◦C 30秒，72◦C 30秒，30サイクルの条件で PCRを
行った．用いたプライマーは以下の通りである．GalNAc-T1 (5′-TCCTGCTGGTGACGTTCTA-3′,
5′-CCTCACATCTGGTAAGGA-3′), GalNAc-T9 (5′-ATGACAGCCAAGAGACCGAG-3′, 5′-AAAGA
AGCCAACGATGGG-3′), GalNAc-T13 (5′-CCCTGCTGCCTGCGCTGAG-3′, 5′-TCTCACATCCGGC
AGACT-3′), GalNAc-T16 (5′-CCCTGTCTGTGATACTTCGGTCAG-3′, 5′-AGTTGTCCTGCTTGATG
TTGTCG-3′), MAP2 (5′-AACAGCAGAGGAGGTATCTGC-3′, 5′-TGTCTTCCAGGTTGGTACCG-3′),
G3PDH (5′-TGTTCCAGTATGACTCCACTCACG-3′, 5′-TGAAGACACCAGTAGACTCCACGAC-3′)
2.3 発現抑制ベクターの調製と遺伝子導入
GalNAc-T1, -T9, -T13, -T16 に対するアンチセンス RNA を発現するベクターを調製するた
め，それぞれの酵素のステム領域に対する以下のオリゴヌクレオチドを pSilencer 2.1-U6 neo
ベクター (Ambion)にサブクローニングした；T1KD, 5′-ACCTCATGAAGGTCCTGGA-3′; T9KD,
5′-GTCGGCTATCCAAGGCGAG-3′; T13KD, 5′-ACCAAGAAGGTCCAGGAGA-3′; T16KD, 5′-GCC
TCAGCGCGCACAGCGCC-3′．1 μgのベクターを FuGENE6 transfection reagent (Roche)を用いて




カスパーゼ経路の活性化を解析するため，RA誘導した P19細胞を 50mM HEPES, pH 7.4, 0.1%
CHAPS, 1mM DTT, 0.1mM EDTAの緩衝液でホモジナイズした．細胞抽出液を 12,000 rpm，10分
間遠心し，上清を回収した．20 μgのタンパク質を含む細胞抽出液，Ac-IETD-p-nitroaniline (pNA),
Ac-LEHD-pNA, Ac-DEVD-pNA をそれぞれ基質として用いて，37◦C，4 時間反応し，生成した
pNAの 405 nmの吸光度をプロットすることでカスパーゼ 3, 8, 9の酵素活性を測定した．
アポトーシスに伴う細胞の膜構造の変化を解析するため，ホスファチジルセリンに特異的に結
合するアネキシン V (AnV)によるアッセイを行った．RA誘導した P19細胞を回収し，Vybrant
apoptosis assay kit #2 (Molecular Probes)を用いて細胞を染色した．アネキシン V-Alexa488，ヨウ
化プロピジウム (PI)により染色した細胞を FACSortフローサイトメーターで分離，解析した．
3. 結果
3.1 胚性腫瘍細胞 P19細胞での GalNAc-Tファミリーの発現
マウス胚性腫瘍細胞株である P19は，いくつかの試薬の作用により異なる細胞種へと分化す
ることが知られている [13, 14]．それらの試薬のうち，RAは P19の神経系細胞への分化を誘導
するため，P19は神経細胞の分化モデルとして様々な実験系で用いられている．我々は，神経
分化における脳特異的 GalNAc-Tの役割を解析するため，P19細胞をモデル細胞として用いるこ





神経細胞のマーカーである微小管関連蛋白 2 (MAP2) の発現を調べた．MAP2 は，未誘導
(RA−)，RA処理 2日目 (RA2d)では発現していないが，RAにより神経誘導された細胞塊 (Agg)，




ことに，脳特異的 GalNAc-T (GalNAc-T9, -T13, -T16)は RA処理によって発現が誘導され，神経
分化が進むにつれてその発現量が亢進していた．さらに，GalNAc-T9は細胞塊形成以降に発現
が亢進しているのに対し，GalNAc-T13, -T16は分化のより早い段階 (RA2d)から発現していた．
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図 1 P19細胞の神経誘導に伴う GalNAc-Tの発現
P19細胞から total RNAを抽出，逆転写して，方法に記述した通り PCRした．RA (−)；未処理の P19細胞，
RA2d；RA処理後 2日目の細胞，Agg；細胞塊，2d；神経分化 2日目の細胞，4d；神経分化 4日目の細胞．
3.2 RNAi法による GalNAc-Tの発現抑制
次に，分化の各段階での神経特異的 GalNAc-Tの機能を詳細に解析するため，P19細胞におい
て各 GalNAc-T遺伝子の発現抑制実験を行った．GalNAc-T1, -T9, -T13, -T16に対するアンチセ
ンス RNAを発現するベクターを作製し，P19細胞に導入した．抗生物質 G418存在下で 2週間
培養してそれぞれのアンチセンス RNA安定発現細胞株を得た．我々はまず，導入したアンチ
センス RNAが特異的にそれぞれの GalNAc-Tを抑制するかどうかを RT-PCRにより解析した．
GalNAc-T1, -T13, -T16ノックダウン細胞 (T1KD, T13KD, T16KD)は RA処理 2日目の細胞から，







次に，各 GalNAc-T ノックダウン細胞を RA 処理し，神経細胞へと誘導した．mock, T9KD,
T13KDに RAを添加すると，いずれもコントロールと同様に長い突起を持つ神経細胞へと分化




mock細胞 (control), GalNAc-T1 (T1KD), GalNAc-T13 (T13KD), GalNAc-T16 (T16KD)の RA処理 2日目の細胞
から RNAを調製し，RT-PCRした．94◦C 20 sec, 58◦C 30 sec, 72◦C 30 secのサイクルを21 (control), 28 (T1KD),
30 (T13KD), 25 (T16KD)回行い，電気泳動した．GalNAc-T9 (T9KD)については，細胞塊形成後 2日目の細
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図 3 GalNAc-Tの発現抑制による神経分化への影響
GalNAc-Tノックダウン細胞を RA処理し，細胞塊形成後 2日目にトリプシン処理した．トリプシン処理した
細胞を培養ディッシュに播種し，4日後に形態を観察した．a) mock (control), b) T9KD, c) T13KD, d) T16KD.
を染色するヨウ化プロピジウム同時に用いて細胞を染色すると，生細胞 (AnV−, PI−)，初期アポ
トーシス細胞 (AnV+, PI−)，後期アポトーシス細胞または死細胞 (AnV+, PI+)を区別することがで
きる．この手法を用いて RA処理した P19細胞をフローサイトメーターにより解析した．T1KD,
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図 5 GalNAc-Tノックダウン細胞のフローサイトメトリック解析
RA処理 2日目の細胞を回収し，アネキシン V, PIで染色した．染色した細胞を FACS解析し，蛍光強度を


















告している [23]．また，ヘパトーマと CD8+ T細胞で見られるアポトーシスでは，α1, 3フコー
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Mucin-type O-glycosylation is one of the most important post-translational modifications of proteins,
and a UDP-GalNAc: polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase (GalNAc-transferase) catalyzes the
initial step in the biosynthesis of mucin-type glycans by transferring GalNAc from UDP-GalNAc to a
polypeptide. We previously cloned a brain-specific putative GalNAc-transferase (pt-GalNAc-T) gene
from rat and human that is highly homologous to another brain-specific isozyme, GalNAc-T9. Since
pt-GalNAc-T has an enzymatic activity to O-glycosylate some typical mucin peptides, pt-GalNAc-T is
a novel member of the GalNAc-transferase family, and is therefore designated GalNAc-T16. To assess
a role of GalNAc-T9, and -T16 in neural development, we used P19 mouse embryonic carcinoma cells,
which can be induced to diﬀerentiate into neural cells upon the treatment with retinoic acid (RA). When
expression of all the GalNAc-transferases cloned so far was analyzed by RT-PCR during P19 neural diﬀer-
entiation, brain-specific isozymes, GalNAc-T9, -T13, and -T16, were found to be expressed in association
with neural diﬀerentiation of the cells. We then suppressed the expression of these brain-specific isozymes
as well as GalNAc-T1 in P19 cells by RNAi. Interestingly, only P19 cells suppressed with the GalNAc-
T16 expression failed to diﬀerentiate into neurons after the RA treatment. Caspase assay and FACS
analysis revealed that the suppression of the GalNAc-T16 expression led P19 cells to an apoptotic cell
death during the neural development. Thus, GalNAc-T16 has an essential role in the neural diﬀerentiation
of P19 cells.
Keywords: glycosylation, mucin-type O-glycan, neural development, apoptosis, RNAi
